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Macrophage	  migration	  inhibitory	  factor	  (MIF)	  is	  a	  pro-­‐inflammatory	  cytokine	  that	  plays	  an	  
important	  role	  in	  the	  pathogenesis	  of	  autoimmune	  inflammatory	  diseases.	  Functional	  promoter	  
variants	  in	  the	  MIF	  gene	  influence	  host	  susceptibility	  to	  different	  infectious	  diseases,	  including	  
tuberculosis	  (TB).	  However,	  the	  effect	  of	  functional	  MIF	  promoter	  variants	  in	  subjects	  with	  co-­‐
infection	  with	  human	  immunodeficiency	  virus	  (HIV)	  and	  TB,	  who	  comprise	  over	  12	  percent	  of	  
new	  TB	  cases	  globally	  and	  60	  percent	  of	  new	  TB	  cases	  in	  South	  Africa,	  has	  been	  examined	  only	  
in	  one	  prior	  study.	  Here,	  an	  association	  study	  was	  carried	  out	  in	  a	  clinically	  well-­‐defined	  rural	  
population	  in	  KwaZulu-­‐Natal,	  South	  Africa	  to	  evaluate	  the	  influence	  on	  tuberculosis	  of	  two	  MIF	  
promoter	  polymorphisms:	  a	  MIF	  -­‐794	  CATT5-­‐8	  microsatellite	  (rs5844572)	  and	  a	  -­‐173	  G/C	  single	  
nucleotide	  polymorphism	  (SNP)(rs755622).	  	  A	  higher	  number	  of	  CATT	  microsatellite	  repeats	  
results	  in	  increased	  MIF	  expression,	  and	  there	  is	  prior	  evidence	  that	  the	  -­‐173	  C	  allele	  is	  in	  linkage	  
disequilibrium	  with	  the	  high	  expresser	  -­‐794	  CATT7	  allele.	  	  
	  
Patients	  with	  active	  tuberculosis	  (n	  =	  120)	  and	  unrelated	  controls	  (n	  =	  144)	  were	  examined	  in	  
the	  pulmonary	  TB	  portion	  of	  the	  study.	  These	  groups	  were	  further	  stratified	  based	  on	  HIV	  status	  
and	  TB	  disease	  state:	  active,	  latent	  infection,	  or	  negative	  for	  infection.	  Controls	  were	  classified	  
as	  being	  positive	  or	  negative	  for	  latent	  TB	  infection	  using	  an	  Elispot	  assay	  (IFNγ	  ELISpot).	  	  In	  
subjects	  with	  the	  clinical	  complication	  of	  TB	  meningitis,	  HIV	  positive	  patients	  with	  TB	  meningitis	  
(n=48)	  and	  unrelated	  controls	  presenting	  with	  non-­‐TB	  meningitis	  (n=130)	  were	  studied.	  TB	  
meningitis	  was	  diagnosed	  either	  with	  culture	  or	  polymerase	  chain	  reaction	  (PCR).	  	  
	  
Analysis	  revealed	  that	  the	  low	  expresser	  MIF	  -­‐794	  CATT5+6	  alleles	  were	  associated	  with	  TB	  
disease	  in	  the	  HIV	  positive	  groups	  (OR	  =	  3.09,	  95%	  CI	  =	  1.42	  –	  6.74,	  P	  =	  0.004).	  There	  was	  no	  
 iii 
significant	  association	  of	  MIF	  -­‐173	  alleles	  with	  TB	  disease	  in	  either	  HIV	  positive	  or	  HIV	  negative	  
groups.	  There	  was	  no	  significant	  difference	  in	  the	  two	  alleles	  between	  control	  subjects	  with	  
latent	  TB	  compared	  to	  those	  negative	  for	  TB	  infection.	  Serum	  MIF	  levels	  were	  measured	  for	  a	  
subset	  of	  samples	  (n=208)	  and	  revealed	  elevated	  levels	  in	  those	  with	  TB	  disease	  compared	  to	  
those	  without	  TB	  disease,	  both	  between	  groups	  with	  HIV	  infection	  (P=0.01)	  and	  between	  groups	  
without	  HIV	  infection	  (P=0.01).	  	  In	  the	  meningitis	  cohorts,	  genetic	  analysis	  revealed	  no	  
association	  between	  the	  MIF	  -­‐794	  CATT5+6	  alleles	  and	  TB	  meningitis.	  However,	  the	  low	  expresser	  
MIF	  -­‐173	  G	  allele	  was	  associated	  with	  TB	  meningitis	  when	  studied	  in	  comparison	  to	  patients	  
with	  other	  forms	  of	  meningitis	  (OR	  =	  1.79,	  95%	  CI	  =	  1.11	  –	  2.90,	  P	  =	  0.017).	  	  
	  
These	  results	  indicate	  that	  polymorphisms	  in	  the	  promoter	  of	  the	  MIF	  gene	  are	  not	  associated	  
with	  acquisition	  of	  TB	  infection.	  However,	  once	  subjects	  are	  infected	  with	  Mycobacterium	  
tuberculosis,	  low	  expresser	  MIF	  alleles	  confer	  risk	  for	  the	  development	  of	  TB	  disease,	  including	  
meningitis.	  	  Additionally,	  there	  is	  an	  interaction	  between	  these	  susceptibility	  alleles	  and	  co-­‐
infection	  with	  HIV.	  	  Given	  that	  the	  highest	  global	  population	  incidence	  of	  low	  genotypic	  MIF	  
expressers	  occurs	  in	  South	  Africa,	  these	  data	  support	  an	  important	  role	  for	  the	  MIF	  locus	  in	  the	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1. 	  Introduction	  
Tuberculosis	  (TB)	  is	  a	  highly	  contagious	  disease	  that	  is	  caused	  by	  infection	  with	  Mycobacterium	  
tuberculosis	  (M.	  tb.).	  	  It	  is	  estimated	  that	  one	  third	  of	  the	  world’s	  population	  has	  been	  infected	  
(Raviglione,	  Snider,	  &	  Kochi,	  1995).	  Over	  a	  quarter	  of	  worldwide	  cases	  occur	  in	  Africa,	  and	  while	  
most	  cases	  of	  infection	  remain	  latent,	  an	  estimated	  450,000	  individuals	  in	  Africa	  died	  from	  TB	  in	  
2014.	  In	  South	  Africa,	  over	  half	  of	  new	  cases	  occur	  in	  individuals	  already	  infected	  with	  human	  
immunodeficiency	  virus	  (HIV),	  which	  causes	  acquired	  immune	  deficiency	  syndrome	  (AIDS)	  
(World	  Health	  Organization,	  2015)	  .	  This	  co-­‐infection	  is	  of	  particular	  concern	  because	  immune	  
compromised	  individuals	  have	  a	  higher	  rate	  of	  active	  infection,	  a	  higher	  death	  toll,	  and	  
increased	  susceptibility	  to	  drug-­‐resistant	  strains	  of	  M.	  tb.	  In	  individuals	  with	  healthy	  immune	  
systems,	  there	  is	  a	  10	  percent	  lifetime	  risk	  of	  developing	  active	  TB	  from	  reactivation.	  However,	  
in	  HIV-­‐positive	  individuals,	  reactivation	  rates	  rise	  to	  10	  percent	  per	  year	  (Selwyn	  et	  al.,	  1989;	  
Shafer	  &	  Edlin,	  1996).	  A	  synergistic	  effect	  between	  HIV	  and	  TB	  in	  co-­‐infected	  individuals	  further	  
increases	  mortality	  rates	  due	  to	  both	  diseases.	  Observational	  and	  retrospective	  studies	  indicate	  
that	  co-­‐infection	  with	  TB	  also	  accelerates	  the	  progression	  of	  HIV	  disease	  (Badri,	  Ehrlich,	  Wood,	  
Pulerwitz,	  &	  Maartens,	  2001;	  Manas	  et	  al.,	  2004).	  In	  addition	  to	  increasing	  the	  rate	  of	  TB	  
reactivation	  and	  reinfection,	  HIV	  infection	  increases	  the	  incidence	  of	  extrapulmonary	  TB	  as	  well	  
as	  TB	  mortality	  (Burman	  &	  Jones,	  2003;	  DeRiemer,	  Kawamura,	  Hopewell,	  &	  Daley,	  2007)	  
	  
The	  clinical	  presentation	  of	  TB	  infection	  is	  varied,	  ranging	  from	  subclinical	  latent	  infection	  to	  
pulmonary	  or	  extrapulmonary	  disseminated	  disease.	  A	  combination	  of	  factors	  including	  host	  
genetics,	  environment,	  and	  bacterial	  virulence	  factors	  influence	  disease	  susceptibility	  and	  
outcome.	  	  The	  heritability	  of	  susceptibility	  to	  TB	  has	  suggested	  a	  genetic	  component	  (Stead,	  
Senner,	  Reddick,	  &	  Lofgren,	  1990;	  van	  der	  Eijk,	  van	  de	  Vosse,	  Vandenbroucke,	  &	  van	  Dissel,	  
 2 
2007).	  Whole	  genome	  methods	  have	  been	  used	  to	  identify	  host	  susceptibility	  loci,	  though	  the	  
difficulty	  in	  identifying	  loci	  with	  large	  effects	  suggest	  that	  susceptibility	  is	  likely	  polygenic.	  
Candidate	  gene	  approaches	  have	  identified	  genes	  that	  affect	  host	  susceptibility	  to	  infection,	  
including	  HLA	  alleles,	  polymorphisms	  in	  the	  natural	  resistance-­‐associated	  macrophage	  protein	  
gene	  (NRAMP1),	  TLR	  (Toll-­‐like	  receptor),	  and	  the	  interleukin	  1	  gene	  (Bellamy	  et	  al.,	  1998a,	  
1998b;	  Bothamley	  et	  al.,	  1989;	  Moller	  &	  Hoal,	  2010).	  	  
Macrophage	  migration	  inhibitory	  factor	  (MIF)	  is	  a	  cytokine	  that	  plays	  an	  important	  role	  in	  
regulating	  innate	  immune	  and	  inflammatory	  responses	  in	  humans.	  It	  was	  originally	  identified	  as	  
a	  T-­‐cell-­‐derived	  cytokine	  that	  inhibits	  the	  random	  of	  macrophages,	  but	  since	  its	  cloning	  and	  
recombinant	  expression	  (Bernhagen	  et	  al.,	  1993),	  MIF	  has	  been	  shown	  to	  have	  key	  upstream	  
roles	  in	  the	  host	  immunity	  and	  inflammatory	  responses	  against	  bacteria	  and	  parasites	  (Juttner	  
et	  al.,	  1998;	  Yamada	  et	  al.,	  2002).	  Elevated	  levels	  of	  MIF	  also	  have	  been	  linked	  to	  poorer	  
outcomes	  in	  diseases	  where	  inflammation	  significantly	  contributes	  to	  the	  pathology.	  These	  
include	  autoimmune	  disease	  and	  sepsis	  syndromes,	  where	  inflammation	  is	  an	  important	  cause	  
of	  tissue	  damage	  (Baugh	  et	  al.,	  2002;	  Lehmann	  et	  al.,	  2009;	  Renner,	  Roger,	  &	  Calandra,	  2005).	  
Similarly,	  in	  malaria,	  inflammation	  plays	  a	  central	  role	  in	  cerebral	  malaria	  as	  well	  as	  
erythropoiesis	  suppression	  and	  anemia	  in	  children,	  and	  elevated	  levels	  of	  MIF	  have	  been	  
associated	  with	  increased	  severity	  of	  disease	  (Awandare	  et	  al.,	  2009).	  In	  animals	  with	  
pneumococcal	  pneumonia,	  pharmacologic	  MIF	  inhibition	  has	  been	  shown	  to	  reduce	  morbidity	  
and	  mortality	  due	  to	  inflammation	  (Weiser	  et	  al.,	  2015).	  In	  contrast,	  elevated	  MIF	  levels	  have	  
been	  associated	  with	  enhanced	  immunity	  to	  intracellular	  pathogens,	  including	  Leishmania,	  
Salmonella,	  and	  Toxoplasma	  (Das	  et	  al.,	  2013;	  Flores	  et	  al.,	  2008;	  Juttner	  et	  al.,	  1998;	  Koebernick	  
et	  al.,	  2002).	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MIF	  plays	  an	  important	  role	  in	  the	  immune	  response	  to	  TB,	  and	  increased	  serum	  levels	  of	  MIF	  
have	  been	  observed	  in	  patients	  with	  active	  TB	  (Yamada	  et	  al.,	  2002).	  MIF-­‐deficient	  mice	  have	  
reduced	  innate	  responses	  and	  an	  impaired	  ability	  to	  control	  mycobacterial	  infection	  (Das	  et	  al.,	  
2013);	  they	  also	  exhibit	  decreased	  survival	  when	  compared	  with	  wild-­‐type	  mice	  (Bernhagen	  et	  
al.,	  1996;	  Das	  et	  al.,	  2011).	  	  In	  vitro	  studies	  further	  demonstrated	  that	  MIF	  reduces	  the	  growth	  of	  
virulent	  M.	  tb.	  in	  human	  macrophages.	  	  
The	  human	  MIF	  gene	  (MIF)	  is	  located	  on	  chromosome	  22q11.23	  and	  encodes	  a	  114	  amino	  acid,	  
12.5	  kD	  protein	  that	  is	  highly	  conserved	  across	  species.	  	  Two	  promoter	  polymorphisms	  have	  
been	  identified	  in	  the	  MIF	  promoter:	  a	  -­‐794	  tetranucleotide	  repeat	  (CATT5-­‐8)	  and	  a	  -­‐173	  G/C	  
single	  nucleotide	  polymorphism	  (Baugh	  et	  al.,	  2002;	  Donn	  et	  al.,	  2002)	  (Figure	  1).	  These	  
polymorphisms	  are	  associated	  with	  altered	  basal	  and	  stimuli-­‐induced	  gene	  expression	  (Das	  et	  
al.,	  2011;	  Donn	  et	  al.,	  2002)	  and	  occur	  commonly	  in	  different	  populations,	  with	  the	  minor	  allelic	  
variants	  present	  in	  >5%	  of	  individuals.	  	  Microsatellite	  repeat	  length	  correlates	  with	  MIF	  mRNA	  
levels,	  such	  that	  the	  -­‐794	  CATT5	  variant	  is	  considered	  the	  lowest	  expression	  allele	  and	  the	  -­‐794	  
CATT6,7,8	  variants	  are	  progressively	  higher	  expressing	  alleles.	  In	  the	  following	  studies,	  -­‐794	  
CATT5,6	  were	  considered	  low	  expression	  variants,	  while	  the	  -­‐794	  CATT	  7,8	  variants	  were	  
considered	  higher	  expression	  variants.	  It	  should	  be	  noted	  that	  neither	  the	  microsatellite	  
structural	  variant	  nor	  the	  -­‐173	  G/C	  SNP	  is	  represented	  in	  the	  high	  density	  DNA	  chips	  used	  in	  
genome-­‐wide	  association	  studies,	  and	  determination	  of	  the	  CATT	  variant	  requires	  specialized	  
genetic	  analysis.	  	  Notably,	  analysis	  of	  the	  -­‐173	  SNP	  polymorphism	  alone	  has	  been	  observed	  in	  
some	  studies	  to	  be	  associated	  with	  increased	  MIF	  expression,	  which	  may	  be	  due	  to	  strong	  
linkage	  disequilibrium	  between	  this	  site	  and	  -­‐794	  CATT7	  in	  some	  populations,	  or	  the	  increased	  
sensitivity	  imparted	  by	  reduced	  locus	  heterogeneity	  at	  the	  -­‐173	  SNP	  site	  (e.g.	  2	  variants)	  versus	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the	  -­‐794	  CATT5-­‐8	  (e.g.	  4	  variants)	  when	  genotypes	  are	  subgrouped	  for	  statistical	  analysis	  (Zhong	  
et	  al	  2005).	  	  
Studies	  of	  MIF	  polymorphisms	  with	  respect	  to	  TB	  infection	  in	  population	  studies	  have	  given	  an	  
uncertain	  picture	  of	  the	  role	  of	  MIF	  in	  TB	  susceptibility.	  Some	  studies	  have	  associated	  high	  
expression	  MIF	  alleles	  with	  pulmonary	  TB	  in	  HIV	  negative	  patients	  (Li,	  Yuan,	  et	  al.,	  2012;	  Li,	  Zeng,	  
&	  Deng,	  2012;	  Liu	  et	  al.,	  2015).	  However,	  studies	  done	  in	  African	  patient	  cohorts	  with	  HIV	  and	  
TB	  co-­‐infections	  have	  associated	  lower	  MIF	  cytokine	  levels	  with	  increased	  mortality	  in	  TB	  sepsis	  
(Kibiki	  et	  al.,	  2007),	  and	  lower	  expression	  MIF	  alleles	  with	  susceptibility	  to	  TB	  sepsis	  (Das	  et	  al.,	  
2013).	  The	  role	  of	  MIF	  in	  TB	  disease	  pathogenesis	  is	  incompletely	  understood,	  but	  previous	  
studies	  with	  other	  microorganisms	  suggest	  that	  control	  of	  M.	  tb.	  infection	  requires	  a	  balance	  in	  
the	  inflammatory	  response.	  Too	  little	  inflammation	  (low	  MIF	  production)	  can	  lead	  to	  failure	  to	  
control	  M.	  tb.	  and	  TB	  disease.	  Too	  much	  inflammation	  (high	  MIF	  production)	  can	  lead	  to	  
inflammatory	  damage	  and	  conversion	  of	  latent	  TB	  to	  TB	  disease.	  There	  have	  been	  limited	  
studies	  involving	  HIV	  and	  M.	  tb.	  co-­‐infection,	  but	  it	  appears	  that	  HIV	  infection	  and	  
accompanying	  immunosuppression	  can	  affect	  the	  balance	  of	  the	  inflammatory	  response.	  In	  
chronic	  HIV	  infection	  with	  immunosuppression,	  the	  immune	  system	  has	  an	  attenuated	  
inflammatory	  response	  to	  M.	  tb.	  infection.	  Low	  MIF	  production	  could	  attenuate	  this	  response	  
further	  and	  be	  associated	  with	  development	  of	  TB	  disease.	  Therefore,	  the	  background	  immune	  
state	  of	  the	  host	  could	  have	  an	  important	  effect	  on	  whether	  elevated	  MIF	  levels	  are	  protective	  
or	  are	  a	  risk	  factor	  for	  TB	  disease.	  
	  
TB	  Meningitis	  
Extrapulmonary	  TB	  disease	  accounts	  for	  an	  elevated	  proportion	  of	  TB	  cases	  in	  
immunocompromised	  individuals,	  with	  over	  half	  of	  HIV	  co-­‐infected	  individuals	  with	  a	  form	  of	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extrapulmonary	  disease	  (Kwan	  &	  Ernst,	  2011).	  TB	  meningitis	  is	  a	  form	  of	  extrapulmonary	  TB	  
which	  has	  a	  high	  mortality	  and	  is	  found	  almost	  exclusively	  in	  immunocompromised	  HIV	  patients.	  
No	  studies	  to	  date	  have	  examined	  the	  relationship	  between	  MIF	  polymorphisms	  and	  TB	  
meningitis.	  However,	  a	  study	  of	  German	  and	  American	  subjects	  with	  culture	  positive	  
Streptococcus	  pneumoniae	  revealed	  an	  association	  between	  the	  incidence	  of	  meningitis	  and	  MIF	  
high	  expresser	  CATT7	  alleles	  (Doernberg	  et	  al.,	  2011).	  However,	  the	  -­‐173	  SNP	  allele	  was	  not	  
found	  to	  be	  associated	  with	  meningitis,	  and	  serum	  levels	  of	  MIF	  in	  acutely	  ill	  subjects	  did	  not	  
correlate	  with	  meningitis	  compared	  to	  other	  types	  of	  S.	  pneumoniae	  infection.	  This	  study	  
supports	  a	  role	  for	  the	  inflammatory	  pathogenesis	  of	  invasive	  S.	  pneumoniae	  disease.	  One	  
mechanism	  in	  which	  MIF	  might	  increase	  the	  risk	  of	  meningitis	  is	  by	  the	  increased	  expression	  of	  
adhesion	  molecules	  in	  the	  cerebral	  vascular	  endothelium.	  In	  animal	  models	  of	  disease,	  MIF	  has	  
been	  shown	  to	  up	  regulate	  the	  expression	  of	  intracellular	  adhesion	  molecule-­‐1	  (ICAM-­‐1)	  and	  
vascular	  adhesion	  molecule-­‐1	  (VCAM-­‐1)	  in	  animal	  models	  (Lan	  et	  al.,	  1997).	  MIF	  has	  also	  been	  
shown	  to	  disrupt	  the	  blood	  brain	  barrier,	  facilitating	  neuroinvasive	  flavivirus	  infection	  (Arjona	  et	  
al.,	  2007).	  A	  recent	  investigation	  of	  American	  subjects	  with	  West	  Nile	  Virus	  (WNV)	  infection	  did	  
not	  find	  a	  correlation	  between	  MIF	  polymorphisms	  and	  neuroinvasive	  disease,	  however	  among	  
those	  with	  neuroinvasive	  disease,	  patients	  homozygous	  for	  high-­‐expression	  MIF	  alleles	  were	  
greater	  than	  20-­‐fold	  more	  likely	  to	  have	  clinical	  encephalitis	  (Das	  et	  al	  2016).	  	  These	  studies	  
were	  performed	  in	  patients	  from	  North	  America	  or	  Europe	  and	  excluded	  those	  with	  HIV	  
infection,	  but	  they	  suggest	  that	  increased	  levels	  of	  MIF	  are	  associated	  with	  TB	  meningitis.	  
2.	  Statement	  of	  Purpose	  	  
This	  investigation	  follows	  previous	  studies	  demonstrating	  the	  role	  of	  MIF	  in	  TB	  pathogenesis	  in	  
mouse	  studies	  and	  in	  population	  studies.	  	  The	  global	  health	  imperative	  of	  epidemic	  TB,	  which	  is	  
centered	  in	  South	  Africa,	  makes	  this	  investigation	  particularly	  relevant.	  Given	  the	  paucity	  of	  MIF	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allele	  studies	  in	  HIV/TB	  co-­‐infected	  populations,	  these	  association	  studies	  evaluate	  the	  influence	  
on	  tuberculosis	  of	  two	  MIF	  promoter	  polymorphisms:	  a	  MIF	  -­‐794	  CATT5-­‐8	  microsatellite	  
(rs5844572)	  and	  a	  -­‐173	  G/C	  single	  nucleotide	  polymorphism	  (SNP)(rs755622).This	  work	  consists	  
of	  two	  separate	  cohorts	  based	  in	  KwaZulu-­‐Natal,	  South	  Africa	  which	  were	  previously	  collected	  
to	  examine	  pulmonary	  TB	  and	  TB	  meningitis	  and	  included	  in	  the	  MIF	  analysis	  as	  samples	  of	  
convenience.	  These	  cohorts	  allow	  for	  an	  examination	  of	  the	  risk	  effects	  of	  MIF	  alleles	  in	  subjects	  
with	  pulmonary	  tuberculosis	  and	  TB	  meningitis	  who	  are	  co-­‐infected	  with	  HIV.	  
Furthermore,	  the	  stratification	  of	  the	  control	  group	  in	  the	  pulmonary	  TB	  cohort	  into	  latent	  TB	  
and	  M.	  tb.	  uninfected	  (negative	  TB)	  groups	  allows	  for	  an	  assessment	  of	  association	  between	  MIF	  
alleles,	  M.	  tb.	  infection	  (latent	  disease),	  no	  M.	  tb.	  infection,	  and	  TB	  disease.	  Data	  from	  serum	  
MIF	  levels	  also	  allows	  for	  determination	  of	  the	  relationships	  between	  MIF	  cytokine	  levels	  and	  TB	  
disease	  state,	  HIV	  infection,	  and	  MIF	  promoter	  polymorphisms.	  The	  separate	  TB	  meningitis	  
cohort	  allows	  for	  an	  examination	  of	  association	  between	  MIF	  polymorphisms	  and	  neuroinvasive	  
TB	  disease	  in	  HIV	  and	  TB	  co-­‐infected	  individuals.	  
	  
2.1	  Specific	  Aims	  
Pulmonary	  TB	  study	  
1. To	  examine	  the	  relationship	  between	  MIF	  genetic	  polymorphisms	  and	  active	  pulmonary	  
tuberculosis	  disease	  among	  patients	  in	  KwaZulu-­‐Natal,	  South	  Africa	  compared	  with	  
controls	  latent	  M.	  tb.	  infection	  or	  no	  M.	  tb.	  infection.	  
a. Hypothesis:	  
Low	  expresser	  MIF	  genotypes:	  -­‐794	  CATT5,6	  or	  -­‐173	  G	  SNP	  will	  be	  over-­‐
represented	  in	  patients	  with	  active	  pulmonary	  TB	  disease	  compared	  to	  controls	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with	  latent	  or	  absent	  M.	  tb.	  infection	  (due	  to	  increased	  susceptibility	  to	  TB	  
disease)	  
2. To	  examine	  the	  association	  between	  MIF	  genetic	  polymorphisms	  and	  serum	  levels	  of	  
MIF	  cytokine	  in	  active	  pulmonary	  TB	  disease	  and	  controls	  with	  latent	  or	  absent	  M.	  tb.	  
infection	  
a. Hypotheses:	  
i. MIF	  cytokine	  levels	  will	  be	  significantly	  lower	  in	  individuals	  with	  low	  
expresser	  MIF	  genotypes	  (-­‐794	  CATT5,6	  or	  -­‐173	  G	  SNP)	  compared	  to	  
individuals	  with	  high	  expresser	  MIF	  genotypes	  (-­‐794	  CATT7,8	  or	  -­‐173	  C	  
SNP	  )	  
ii. MIF	  cytokine	  levels	  will	  be	  significantly	  higher	  in	  those	  with	  active	  
pulmonary	  TB	  disease	  compared	  to	  those	  without	  active	  pulmonary	  TB	  
disease	  (due	  to	  innate	  immune	  system	  activation	  in	  response	  to	  TB	  
disease)	  
	  
TB	  Meningitis	  Study	  
1. To	  examine	  the	  relationship	  between	  MIF	  genetic	  polymorphisms	  and	  TB	  meningitis	  
among	  patients	  in	  KwaZulu-­‐Natal,	  South	  Africa	  compared	  with	  patients	  with	  non-­‐TB	  
meningitis	  
a. Hypothesis:	  	  
High	  expresser	  MIF	  genotypes	  (-­‐794	  CATT7,8	  	  or	  -­‐173	  C	  SNP)	  will	  be	  over-­‐
represented	  in	  patients	  with	  TB	  meningitis	  compared	  to	  patients	  with	  non-­‐TB	  
meningitis	  (due	  to	  increased	  CNS	  susceptibility	  to	  TB	  disease)	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3.	  Materials	  and	  methods	  
3.1	  Study	  populations	  
The	  present	  studies	  consist	  of	  two	  separate	  cohorts	  collected	  for	  previous	  projects	  in	  KwaZulu-­‐
Natal	  province	  of	  South	  Africa	  and	  were	  used	  in	  MIF	  studies	  as	  samples	  of	  convenience.	  I	  
worked	  on	  samples	  from	  these	  two	  separate	  cohorts	  during	  two	  trips	  to	  the	  KwaZulu-­‐Natal	  
Research	  Institute	  for	  TB	  and	  HIV	  (K-­‐RITH)	  and	  HIV	  Pathogenesis	  Programme	  (HPP)	  at	  the	  
University	  of	  KwaZulu-­‐Natal	  School	  of	  Medicine	  in	  Durban,	  South	  Africa.	  The	  pulmonary	  TB	  
cohorts	  were	  established	  by	  Dr.	  Victoria	  Kasprowicz	  (K-­‐RITH)	  and	  Dr.	  Yunus	  Moosa	  (UKZN	  School	  
of	  Medicine)	  to	  study	  the	  immune	  response	  to	  TB	  disease.	  The	  separate	  TB	  meningitis	  cohort	  
was	  collected	  by	  Dr.	  Vinod	  Patel	  (Albert	  Luthuli	  Medical	  Center)	  to	  study	  the	  immune	  response	  
in	  patients	  with	  TB	  meningitis	  compared	  to	  other	  forms	  of	  meningitis.	  The	  cohort	  collection	  was	  
done	  by	  groups	  at	  each	  institution	  and	  I	  was	  not	  involved	  in	  recruitment	  or	  diagnostic	  work	  for	  
either	  cohort.	  I	  carried	  out	  all	  of	  the	  MIF	  molecular	  work	  at	  the	  HIV	  Pathogenesis	  Programme	  in	  
Durban,	  South	  Africa.	  
	  
Pulmonary	  TB	  study	  	  
The	  pulmonary	  TB	  study	  included	  both	  HIV-­‐positive	  and	  HIV-­‐negative	  individuals	  with	  well-­‐
defined	  states	  of	  M.	  tb.	  infection	  or	  TB	  disease.	  All	  patients	  were	  participants	  in	  the	  iThimba	  
cohort	  (n=187)	  or	  the	  “Diagnosis	  of	  smear	  negative	  HIV	  associated	  pulmonary	  tuberculosis	  using	  
a	  novel	  intra-­‐esophageal	  device”	  (TB	  String	  Study,	  n=77)	  cohorts	  based	  at	  McCord	  Hospital	  and	  
the	  University	  of	  KwaZulu-­‐Natal	  (UKZN)	  School	  of	  Medicine	  respectively	  in	  Durban,	  KwaZulu-­‐
Natal,	  South	  Africa.	  Ethical	  approval	  was	  obtained	  and	  written	  informed	  consent	  was	  obtained	  
from	  all	  patients.	  All	  subjects	  were	  screened	  for	  HIV	  and	  were	  categorized	  as	  HIV	  positive	  or	  
negative,	  as	  well	  as	  one	  of	  three	  states	  of	  TB	  infection:	  (1)	  active	  TB	  disease	  (Active	  TB),	  (2)	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latent	  TB	  infection	  with	  evidence	  of	  M.	  tb	  infection	  (Latent	  TB),	  or	  (3)	  no	  evidence	  of	  M.	  tb.	  
infection	  (Negative	  TB)	  (Table	  1).	  All	  subjects	  were	  Antiretroviral	  Therapy	  (ART),	  TB	  therapy,	  and	  
isoniazid	  prophylaxis	  therapy	  (IPT)	  naïve	  at	  the	  time	  of	  assessment.	  Bacillus	  Calmette	  Guérin	  
(BCG)	  vaccination	  was	  not	  documented,	  but	  all	  subjects	  were	  likely	  vaccinated	  in	  infancy	  per	  
South	  African	  standards.	  Subjects	  with	  active	  TB	  (Active	  TB)	  were	  defined	  as	  having	  symptoms	  of	  
pulmonary	  TB	  and	  a	  culture	  positive	  sputum	  (spontaneous	  or	  induced)	  in	  pulmonary	  TB	  
patients.	  Subjects	  from	  the	  iThimba	  cohort	  with	  latent	  TB	  were	  defined	  as	  having	  no	  TB	  
symptoms,	  having	  a	  tuberculin	  skin	  test	  (TST)	  with	  induration	  greater	  than	  5	  mm,	  a	  positive	  
ESAT-­‐6	  and/or	  CFP-­‐10	  (RD-­‐1)	  specific	  IFNg	  ELISpot,	  an	  induced	  sputum	  that	  was	  culture-­‐negative	  
for	  M.	  tb.,	  and	  normal	  lung	  parenchyma	  on	  chest-­‐X	  ray	  (CXR).	  Subjects	  from	  the	  iThimba	  cohort	  
with	  no	  evidence	  of	  M.	  tb.	  infection	  (negative	  TB)	  were	  defined	  as	  having	  no	  TB	  symptoms,	  a	  
negative	  TST,	  a	  negative	  RD-­‐1	  ELISpot,	  an	  induced	  sputum	  that	  was	  culture-­‐negative	  for	  M.	  tb.,	  
and	  normal	  lung	  parenchyma	  on	  CXR.	  Only	  black	  South	  African	  subjects	  were	  included	  for	  the	  
MIF	  polymorphism	  analysis	  and	  were	  predominately	  of	  Zulu	  ethnicity.	  	  
Table	  1.	  Definition	  of	  groups	  of	  subjects	  used	  in	  the	  pulmonary	  TB	  cohort	  study.	  The	  6	  groups	  
differentiate	  subjects	  into	  active	  TB,	  latent	  TB,	  and	  negative	  TB	  in	  addition	  to	  HIV	  status.	  For	  
many	  of	  the	  analyses,	  the	  subjects	  were	  divided	  into	  4	  groups:	  Active	  TB	  and	  No	  TB,	  in	  addition	  
to	  HIV	  status.	  The	  No	  TB	  group	  results	  from	  combining	  Latent	  TB	  and	  Negative	  TB	  groups.	  
	   HIV	  Status	   TB	  Status	   Criteria	   Notes	  
6	  groups	   HIV	  –	  	   Active	  TB	   +	  Sputum	   	  
	   HIV	  –	  	   Latent	  TB	   +	  TST	  or	  Elispot	   	  
	   HIV	  –	  	   Negative	  TB	   	  –	  	  TST	  or	  Elispot	   	  
	   HIV	  +	   Active	  TB	   +	  Sputum	   	  
	   HIV	  +	   Latent	  TB	   +	  TST	  or	  Elispot	   	  
	   HIV	  +	   Negative	  TB	   	  –	  	  TST	  or	  Elispot	   	  
4	  groups	   HIV	  –	  	   Active	  TB	   +	  Sputum	   	  
	   HIV	  –	  	   No	  TB	   –	  	  Sputum	   Latent	  and	  Negative	  groups	  combined	  
	   HIV	  +	   Active	  TB	   +	  Sputum	   	  




TB	  meningitis	  study	  
A	  separate	  TB	  meningitis	  study	  involved	  patients	  recruited	  from	  the	  same	  geographic	  area	  in	  
KwaZulu-­‐Natal,	  South	  Africa.	  The	  cohort	  included	  178	  HIV	  positive	  patients	  who	  presented	  with	  
symptoms	  consistent	  with	  meningitis.	  Patients	  with	  suspected	  meningitis	  were	  prospectively	  
recruited	  between	  01	  January	  2008	  and	  31	  December	  2011.	  Patients	  with	  a	  meningitis	  illness	  
who	  were	  referred	  from	  local	  district	  general	  hospitals	  were	  investigated	  at	  the	  tertiary	  hospital,	  
Inkosi	  Albert	  Luthuli	  Central	  Hospital,	  and	  included	  in	  the	  study.	  Written	  informed	  consent	  was	  
obtained	  from	  the	  patient	  or	  a	  close	  relative.	  Patients	  were	  clinically	  assessed,	  underwent	  a	  
computerized	  tomography	  (CT)	  scan	  to	  exclude	  contraindications	  to	  a	  lumbar	  puncture,	  and	  had	  
blood	  drawn	  for	  routine	  tests,	  including	  a	  serum	  fluorescent	  treponemal	  antibody	  test,	  a	  
venereal	  disease	  research	  laboratory	  test,	  an	  HIV	  enzyme-­‐linked	  immunosorbent	  assay,	  and	  a	  
CD4	  count.	  Approximately	  15	  ml	  of	  CSF,	  obtained	  by	  lumbar	  puncture,	  was	  processed	  for	  the	  
following	  tests:	  microscopy	  (Gram	  stain	  and	  fluorescent	  staining	  for	  acid-­‐fast	  bacilli	  [auramine]);	  
bacterial	  culture;	  Mycobacterium	  tuberculosis	  (M.	  tb.)	  culture	  (Bactec	  MGIT	  960;	  BD);	  fungal	  
culture;	  cryptococcal	  latex	  agglutination	  test;	  Roche	  Amplicor	  Mycobacterium	  Tuberculosis	  PCR	  
Test	  (Roche	  Diagnostic	  Systems)	  (Amplicor	  PCR);	  routine	  chemistry	  (protein,	  glucose,	  chloride);	  
viral	  PCR	  for	  cytomegalovirus,	  varicella	  zoster	  virus,	  and	  herpes	  simplex;	  venereal	  disease	  
research	  laboratory	  test;	  fluorescent	  treponemal	  antibody	  test;	  and	  test	  for	  anti-­‐cysticercus	  
antibodies.	  An	  uncentrifuged	  specimen	  and,	  volume	  permitting,	  a	  centrifuged	  sample	  of	  CSF	  was	  
biobanked	  for	  Xpert	  MTB/RIF	  analysis.	  The	  clinical	  information	  recorded	  included	  demographic	  
information,	  duration	  of	  symptoms,	  whether	  patients	  were	  being	  treated	  with	  anti-­‐tuberculosis	  
or	  steroid	  therapy,	  HIV	  status,	  past	  history	  of	  TB,	  and	  history	  of	  TB	  contact.	  Patients	  were	  
diagnosed	  with	  TB	  meningitis	  based	  on	  positive	  culture	  and/or	  positive	  PCR	  test.	  Only	  black	  
 11 
South	  African	  subjects	  were	  included	  for	  the	  MIF	  polymorphism	  analysis	  and	  were	  primarily	  of	  
Zulu	  ethnicity.	  
	  
3.2	  Genomic	  DNA	  extraction	  
Peripheral	  blood	  samples	  were	  used	  for	  genomic	  DNA	  extraction.	  A	  commercially	  available	  DNA	  
extraction	  kit,	  Easy-­‐DNA	  Kit	  (Invitrogen,	  catalog	  number	  K1800-­‐01)	  was	  used	  according	  to	  the	  
manufacturer’s	  instructions.	  The	  concentration	  of	  extracted	  genomic	  DNA	  was	  quantified	  on	  a	  
spectrophotometer	  (Nano-­‐Drop	  2000,	  Thermo	  Scientific)	  and	  standardized	  to	  10	  ng/μl.	  Genomic	  
DNA	  was	  stored	  at	  –	  20°C	  until	  further	  use.	  
	  
3.3	  Genotyping	  MIF-­‐794	  CATT5-­‐8	  
Fragments	  between	  340	  and	  352	  base	  pairs	  in	  length	  containing	  the	  microsatellite	  repeat	  
sequence	  were	  amplified	  by	  PCR.	  The	  forward	  primer	  was	  5’-­‐TGCAGGAACCAATACCCATAGG-­‐3’,	  
and	  the	  reverse	  primer	  was	  5’-­‐ATGGTAAACTCGGGGAC-­‐3’.	  A	  25	  μl	  reaction	  mixture	  containing	  
Invitrogen	  Supermix	  (Invitrogen),	  primers,	  and	  0.5	  μl	  of	  DNA	  at	  10	  ng/μl	  concentration	  was	  
amplified	  by	  PCR	  in	  the	  following	  conditions:	  denaturation	  at	  95	  °C	  for	  12	  min,	  followed	  by	  40	  
amplification	  cycles	  of	  95°C	  for	  30	  seconds,	  54°C	  for	  30	  seconds,	  and	  72	  °C	  for	  60	  seconds,	  and	  a	  
final	  extension	  at	  72°C	  for	  10	  min.	  The	  PCR	  products	  were	  purified,	  diluted	  to	  1:10	  in	  ddH2O,	  
and	  sequenced	  on	  an	  ABI	  3730	  sequencer.	   
	  
3.4	  MIF	  -­‐173	  G/C	  genotyping	  
A	  TaqMan	  reaction	  was	  used	  with	  a	  realtime	  PCR	  machine	  (TaqMan	  Lightcycler	  480).	  A	  5	  μl	  
reaction	  mixture	  containing	  TaqMan	  Universal	  PCR	  Master	  Mix,	  No	  AmpErase	  UNG,	  20X	  Asays-­‐
On-­‐Demand	  SNP	  Genotyping	  Assay	  Mix,	  and	  1.0	  μl	  of	  10	  ng/μl	  DNA.	  DNA	  was	  amplified	  in	  a	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TaqMan	  Lightcycler	  480	  with	  a	  hold	  of	  10	  minutes	  at	  95°C,	  denaturing	  for	  15	  seconds	  at	  92°C,	  
and	  annealing	  for	  1	  minute	  at	  60°C.	  The	  denaturing	  and	  annealing	  steps	  were	  repeated	  for	  50	  
cycles.	  The	  G	  allele	  is	  tagged	  with	  FAM	  (465-­‐510	  nm)	  while	  the	  C	  allele	  is	  tagged	  with	  VIC	  (533-­‐
580	  nm).	  Four	  negative	  controls	  and	  four	  positive	  controls	  were	  included	  on	  each	  plate	  run.	  
	  
3.5	  Analysis	  of	  MIF	  serum	  levels	  by	  enzyme-­‐linked	  immunosorbent	  assay	  (ELISA)	  
Serum	  MIF	  levels	  were	  measured	  by	  sandwich	  ELISA	  using	  specific	  antibodies	  and	  native	  
sequence	  human	  MIF	  following	  a	  previously	  reported	  method	  (Mizue	  et	  al.,	  2000;	  Shimizu,	  Abe,	  
Ohkawara,	  Mizue,	  &	  Nishihira,	  1997).	  Commercially	  available	  anti-­‐human	  MIF	  antibody	  was	  
dissolved	  in	  phosphate-­‐buffered	  saline	  (PBS)	  solution,	  and	  100	  μl	  of	  the	  PBS	  solution	  was	  added	  
to	  each	  well	  of	  a	  96-­‐well	  microtiter	  plate.	  After	  incubation	  for	  one	  hour	  at	  room	  temperature,	  
the	  plate	  was	  washed	  three	  times	  with	  PBS.	  Each	  well	  was	  filled	  with	  PBS	  containing	  1%	  bovine	  
serum	  albumin	  (BSA),	  which	  acts	  as	  a	  blocking	  solution,	  for	  one	  hour	  at	  room	  temperature.	  After	  
removal	  of	  the	  blocking	  solution,	  the	  plate	  was	  washed	  three	  times	  with	  PBS	  containing	  0.05%	  
Tween20	  (washing	  buffer),	  and	  10	  μl	  of	  patient	  serum	  or	  standard	  was	  added	  per	  well	  and	  
incubated	  for	  one	  hour	  at	  room	  temperature.	  After	  the	  plate	  was	  washed	  three	  times	  with	  
washing	  buffer,	  50	  μl	  of	  biotin-­‐conjugated	  anti-­‐human	  MIF	  antibody	  was	  added.	  Following	  
incubation	  for	  one	  hour	  at	  room	  temperature,	  the	  plate	  was	  again	  washed	  three	  times	  with	  the	  
washing	  buffer.	  Then	  90	  μl	  horse	  radish	  peroxidase	  (HRP)	  labeled	  mouse	  anti-­‐Human	  MIF,	  Clone	  
10G8D	  reconstituted	  in	  1	  mL	  distilled	  H2O	  was	  added	  to	  each	  well	  and	  incubated	  for	  two	  hours	  
at	  room	  temperature.	  	  Each	  well	  was	  then	  aspirated	  and	  washed	  three	  times	  with	  washing	  
buffer.	  Next,	  100	  μl	  of	  tetramethylbenzidine	  (TMB+)	  (DAKO	  1:1)	  was	  added	  to	  each	  well	  and	  
incubated	  for	  30	  minutes	  in	  the	  dark.	  Then,	  100	  μl	  of	  stop	  solution	  (1N	  sulfuric	  acid)	  was	  added	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to	  each	  well.	  The	  absorbance	  at	  492	  nm	  was	  measured	  with	  an	  ELISA	  plate	  reader	  (Bio-­‐Rad,	  
Model	  3550).	  
	  
3.6	  Statistical	  and	  genetic	  analysis	  
The	  sequencing	  results	  were	  analyzed	  by	  GeneMapper	  software.	  Data	  were	  analyzed	  by	  the	  JMP	  
software	  version	  12.1.0	  (JMP,	  NC,	  USA),	  STATA	  software	  version	  13.1	  (StataCorp,	  TX,	  USA)	  and	  
Genepop	  genetics	  software	  (Raymond	  &	  Rousset,	  1995;	  Rousset,	  2008).	  Allelic	  frequencies	  
calculated	  in	  Genepop,	  and	  an	  exact	  test	  was	  performed	  to	  identify	  departures	  from	  Hardy-­‐
Weinberg	  proportions.	  Odds	  radios	  (OR)	  with	  95%	  confidence	  interval	  (CI)	  were	  calculated	  for	  
the	  different	  alleles	  of	  the	  MIF	  polymorphisms.	  In	  the	  analysis	  of	  the	  MIF	  -­‐173GC	  SNP,	  the	  GG	  
homozygous	  was	  used	  as	  a	  reference	  group	  (i.e.	  OR	  =	  1),	  and	  the	  dominant	  genetic	  model	  was	  
used	  as	  performed	  in	  previous	  MIF	  allele	  studies	  (Gomez	  et	  al.,	  2007).	  To	  disentangle	  the	  
independent	  effects	  of	  each	  MIF	  polymorphism,	  we	  used	  haplotypic	  analysis.	  Arlequin	  suite	  
software	  (version	  3.5.2.2.)	  was	  used	  for	  estimation	  of	  gametic	  phase	  based	  on	  Gibbs	  sampling	  
strategy	  and	  the	  Excoffier-­‐Laval-­‐Balding	  (ELB)	  method	  (Excoffier,	  Laval,	  &	  Balding,	  2003;	  
Excoffier	  &	  Lischer,	  2010).	  P-­‐values	  reported	  are	  for	  Mann	  Whitney	  U	  or	  Kruskal-­‐Wallis	  tests	  




Pulmonary	  TB	  cohort:	  
4.1	  Study	  group	  characteristics	  
The	  demographic	  information	  of	  the	  patients	  included	  in	  the	  study	  is	  shown	  in	  Table	  2.	  The	  
patients	  were	  grouped	  by	  HIV	  TB	  disease/infection	  status:	  active	  pulmonary	  TB	  (Active	  TB),	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infected	  with	  M.	  tb.	  (Latent	  TB),	  not	  infected	  with	  M.	  tb.	  (Negative	  TB).	  Age,	  sex,	  and	  CD4	  count	  
varied	  significantly	  across	  groups.	  
Table	  2.	  Clinical	  and	  demographic	  characteristics	  of	  subjects	  in	  the	  pulmonary	  TB	  study.	  P-­‐
Values	  reported	  for	  Kruskal-­‐Wallis	  one-­‐way	  analysis	  of	  variance.	  P-­‐Values	  bolded	  and	  with	  a	  *	  
are	  <	  0.05	  and	  are	  considering	  significant.	  
Characteristic	   HIV	  –	  	  
Active	  TB	  











n=	   19	   33	   16	   101	   41	   54	   	  


























CD4	  T-­‐cell	  count,	  






















4.2	  MIF	  genetic	  polymorphisms	  and	  active	  tuberculosis	  disease	  
The	  genotype	  and	  allele	  frequencies	  of	  the	  active	  TB,	  latent	  TB,	  and	  negative	  TB	  subjects	  were	  
not	  found	  to	  be	  significantly	  different	  from	  those	  predicted	  by	  the	  Hardy-­‐Weinberg	  equilibrium.	  
Stratification	  of	  groups	  was	  not	  observed	  in	  the	  sample	  because	  the	  Fst	  coefficient	  was	  not	  
significantly	  different	  from	  0	  (Fst	  value	  =	  0.004	  for	  both	  alleles).	  Therefore,	  patients	  and	  controls	  
were	  from	  a	  similar	  genetic	  background.	  Statistically	  significant	  levels	  of	  linkage	  disequilibrium	  
were	  found	  between	  both	  loci	  across	  all	  study	  groups.	  	  
	  
The	  genotype	  distribution	  across	  groups	  is	  shown	  in	  Table	  3.	  There	  were	  no	  statistically	  
significant	  differences	  in	  frequencies	  for	  either	  the	  MIF	  -­‐173	  SNP	  or	  -­‐794	  CATT	  polymorphisms	  
for	  Latent	  TB	  compared	  with	  Negative	  TB	  groups	  for	  either	  HIV	  positive	  or	  HIV	  negative	  groups	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(Table	  4).	  These	  two	  groups	  were	  combined	  for	  subsequent	  analyses	  and	  are	  referred	  to	  as	  “No	  
TB”,	  with	  one	  group	  HIV	  positive	  and	  the	  other	  HIV	  negative	  (Table	  1,5).	  	  
	  
The	  low	  expresser	  MIF	  -­‐794	  CATT5/5	  +	  5/6	  +	  6/6	  genotypes	  were	  associated	  with	  TB	  disease	  in	  the	  
HIV	  positive	  groups	  (OR	  =	  3.09,	  95%	  CI	  =	  1.42	  –	  6.74,	  P	  =	  0.004)	  (Table	  6;	  Figure	  3).	  The	  low	  
expresser	  MIF	  -­‐794	  CATT5+6	  alleles	  were	  also	  found	  to	  be	  associated	  with	  TB	  disease	  in	  the	  HIV	  
positive	  groups	  (90.8%	  vs	  83.3%,	  OR	  1.98,	  95%	  CI	  =	  1.07	  –	  3.66,	  P	  =	  0.03).	  There	  were	  no	  
associations	  found	  between	  genotypes	  or	  alleles	  at	  either	  loci	  in	  HIV	  negative	  groups	  (Table	  7;	  
Figure	  3).	  
	  
Haplotype	  analysis	  revealed	  that	  the	  G/6	  haplotype	  was	  the	  most	  prevalent	  in	  both	  the	  HIV	  
negative	  groups	  (31.5%)	  and	  the	  HIV	  positive	  groups	  (28.4%)	  (Table	  8).	  The	  low	  expresser	  G/6	  
haplotype	  was	  associated	  with	  TB	  disease	  in	  HIV	  positive	  subjects	  (35.9%	  vs	  24.5%,	  OR	  1.72,	  95%	  
CI	  =1.08-­‐2.75,	  p:	  0.016).	  None	  of	  the	  other	  haplotypes	  were	  associated	  with	  TB	  disease.	  There	  
were	  no	  significant	  differences	  between	  the	  frequencies	  of	  MIF	  -­‐173	  genotypes	  or	  alleles	  
between	  the	  Active	  TB	  group	  and	  the	  No	  TB	  group	  for	  HIV	  positive	  or	  HIV	  negative	  individuals	  








Table	  3.	  Genotype	  distributions	  of	  MIF	  polymorphisms	  across	  HIV	  positive	  and	  HIV	  negative	  
subjects	  divided	  by	  TB	  status,	  pulmonary	  TB	  disease	  (Active	  TB),	  negative	  M.	  tb.	  infection	  
(Negative	  TB),	  positive	  M.	  tb.	  infection	  (Latent	  TB).	  
Polymorphism	   Genotype	   HIV	  –	  
Active	  TB,	  
n	  	  (%)	  
HIV	  –	  
Negative	  TB,	  	  
n	  (%)	  
HIV	  –	  	  









Latent	  TB,	  n	  
(%)	  
-­‐794	  CATT5-­‐8	   5,5	   4	  (22.2%)	   5	  (33.3%)	   8	  (25.0%)	   16	  (16.3%)	   13	  (24.5%)	   10	  (24.4%)	  
	   5,6	   7	  (38.9%)	   5	  (33.3%)	   10	  (31.3%)	   46	  (46.9%)	   19	  (35.8%)	   13	  (31.7%)	  
	   5,7	   3	  (16.7%)	   1	  (6.7%)	   2	  (6.3%)	   9	  (9.2%)	   5	  (9.4%)	   6	  (14.6%)	  
	   6,6	   2	  (11.1%)	   2	  (13.3%)	   9	  (28.1%)	   19	  (19.4%)	   4	  (7.5%)	   5	  (12.2%)	  
	   6,7	   2	  (11.1%)	   2	  (13.3%)	   2	  (6.3%)	   7	  (7.1%)	   11	  (20.8%)	   6	  (14.6%)	  
	   7,7	   0	  (0.0%)	   0	  (0.0%)	   1	  (3.1%)	   1	  (1.0%)	   1	  (1.9%)	   1	  (2.4%)	  
n=	   	   18	   15	   32	   98	   53	   41	  
-­‐	  173	  G/C	   GG	   2	  (10.5%)	   3	  (18.8%)	   9	  (27.3%)	   22	  (22.2%)	   15	  (27.8%)	   7	  (17.1%)	  
	   GC	   11	  (57.9%)	   9	  (56.3%)	   19	  (57.6%)	   56	  (56.6%)	   24	  (44.4%)	   20	  (48.8%)	  
	   CC	   6	  (31.6%)	   4	  (25.0%)	   5	  (15.2%)	   21	  (21.2%)	   15	  (27.8%)	   14	  (34.1%)	  
n	  =	   	   19	   16	   33	   99	   54	   41	  
	  
Table	  4.	  	  Genotype	  distributions	  of	  MIF	  polymorphisms	  in	  latent	  TB	  and	  negative	  M.	  tb.	  infection	  
(negative	  TB)	  subjects	  divided	  by	  HIV	  status.	  Chi-­‐squared	  values	  reported.	  
Polymorphism	   Genotype	   HIV	  –	  Latent	  TB,	  
n	  (%)	  
HIV	  –	  Negative	  
TB,	  n	  (%)	  
p-­‐
Value	  
HIV+	  Latent	  	  
TB,	  n	  (%)	  
HIV+	  Negative	  
TB,	  n	  (%)	  
p-­‐
Value	  
-­‐794	  CATT5-­‐8	   5,5	   8	  (25.0%)	   5	  (33.3%)	   0.824	   10	  (24.4%)	   13	  (24.5%)	   0.185	  
	   5,6	   10	  (31.3%)	   5	  (33.3%)	   	   13	  (31.7%)	   19	  (35.8%)	   	  
	   5,7	   2	  (6.3%)	   1	  (6.7%)	   	   6	  (14.6%)	   5	  (9.4%)	   	  
	   6,6	   9	  (28.1%)	   2	  (13.3%)	   	   5	  (12.2%)	   4	  (7.5%)	   	  
	   6,7	   2	  (6.3%)	   2	  (13.3%)	   	   6	  (14.6%)	   11	  (20.8%)	   	  
	   7,7	   1	  (3.1%)	   0	  (0.0%)	   	   1	  (2.4%)	   1	  (1.9%)	   	  
n=	   	   32	   15	   	   41	   53	   	  
-­‐	  173	  G/C	   GG	   9	  (27.3%)	   3	  (18.8%)	   0.519	   7	  (17.1%)	   15	  (27.8%)	   0.403	  
	   GC	   19	  (57.6%)	   9	  (56.3%)	   	   20	  (48.8%)	   24	  (44.4%)	   	  
	   CC	   5	  (15.2%)	   4	  (25.0%)	   	   14	  (34.1%)	   15	  (27.8%)	   	  
n	  =	   	   33	   16	   	   41	   54	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Table	  5.	  Genotype	  distributions	  of	  MIF	  polymorphisms	  and	  haplotypes	  in	  Active	  TB	  and	  No	  TB	  
subject	  groups	  (negative	  and	  positive	  for	  M.	  tb.	  infection	  groups	  combined),	  with	  all	  subjects	  
divided	  by	  HIV	  status.	  Chi-­‐squared	  values	  reported.	  P-­‐Values	  bolded	  and	  with	  an	  *	  are	  <0.05	  and	  
are	  considering	  significant.	  
Polymorphism	   Genotype	  /	  
Haplotype	  
HIV	  –	  	  
Active	  TB,	  n	  	  (%)	  
HIV	  –	  	  




Active	  TB,	  n	  	  (%)	  
HIV+	  	  
No	  TB,	  n	  (%)	  
p-­‐Value	  
-­‐794	  CATT5-­‐8	   5,5	   4	  (22.2%)	   13	  (27.7%)	   0.66	   16	  (16.3%)	   23	  (24.5%)	   0.035*	  
	   5,6	   7	  (38.9%)	   15	  (31.9%)	   	   46	  (46.9%)	   32	  (34.0%)	   	  
	   5,7	   3	  (16.7%)	   3	  (6.4%)	   	   9	  (9.2%)	   11	  (11.7%)	   	  
	   6,6	   2	  (11.1%)	   11	  (23.4%)	   	   19	  (19.4%)	   9	  (9.6%)	   	  
	   6,7	   2	  (11.1%)	   4	  (8.5%)	   	   7	  (7.1%)	   17	  (18.1%)	   	  
	   7,7	   0	  (0.0%)	   1	  (2.1%)	   	   1	  (1.0%)	   2	  (2.1%)	   	  
n=	   	   18	   47	   	   98	   94	   	  
-­‐	  173	  G/C	   GG	   2	  (10.5%)	   12	  (24.5%)	   0.303	   22	  (22.2%)	   22	  (23.2%)	   0.209	  
	   GC	   11	  (57.9%)	   28	  (57.1%)	   	   56	  (56.6%)	   44	  (46.3%)	   	  
	   CC	   6	  (31.6%)	   9	  (18.4%)	   	   21	  (21.2%)	   29	  (30.5%)	   	  
n	  =	   	   19	   49	   	   99	   95	   	  
	   G/5	   2	  (5.6%)	   18	  (19.1%)	   0.154	   28	  (14.6%)	   39	  (20.7%)	   0.046*	  
	   G/6	   10	  (27.8%)	   31	  (33.0%)	   	   69	  (35.9%)	   46	  (24.5%)	   	  
	   G/7	   2	  (5.6%)	   1	  (1.1%)	   	   0	  (0.0%)	   2	  (1.1%)	   	  
	   C/5	   16	  (44.4%)	   26	  (27.7%)	   	   56	  (29.2%)	   50	  (26.6%)	   	  
	   C/6	   3	  (8.3%)	   10	  (10.6%)	   	   22	  (11.5%)	   21	  (11.2%)	   	  
	   C/7	   3	  (8.3%)	   8	  (8.5%)	   	   17	  (8.9%)	   30	  (16.0%)	   	  
n=	   	   36	   94	   	   192	   188	   	  
	  
Table	  6.	  Genotypic	  and	  allelic	  frequencies	  of	  MIF	  CATT	  -­‐794	  in	  HIV	  positive	  patients	  with	  Active	  




Active	  TB	  n	  (%)	  
HIV	  +	  
No	  TB	  n	  (%)	   OR	  (95%	  CI)	   P-­‐value	  
5/5	  +	  5/6	  +	  6/6	   81	  (82.7)	   64	  (68.1)	   3.09	  (1.42-­‐6.74)	   0.004*	  
7/X	  +	  8/X	   17	  (17.3)	   30	  (31.9)	   1	  
	  5	  +	  6	   178	  (90.8)	   256	  (88.9)	   2.67	  (1.34-­‐5.34)	   0.005*	  




Table	  7.	  Genotypic	  and	  allelic	  frequencies	  of	  MIF	  CATT	  -­‐794	  in	  HIV	  negative	  patients	  with	  Active	  
TB	  vs	  No	  TB	  controls	  with	  corrected	  OR.	  
MIF	  -­‐173	   HIV	  	  –	  
Active	  TB	  n	  (%)	  
HIV	  	  –	  
No	  TB	  n	  (%)	  
OR	  (95%	  CI)	   P-­‐value	  
5/5	  +	  5/6	  +	  6/6	   13	  (72.2)	   39	  (83.0)	   0.618	  (0.13-­‐2.84)	   0.54	  
7/X	  +	  8/X	   5	  (27.8)	   8	  (17.0)	   	   	  
5	  +	  6	   31	  (86.1)	   85	  (90.4)	   0.72	  (0.18-­‐2.88)	   0.51	  
7	  +	  8	   5	  (13.9)	   9	  (9.6)	   	   	  
	  
Table	  8.	  Estimated	  haplotypic	  relative	  frequencies	  and	  haplotypic	  ORs	  of	  the	  MIF	  -­‐173	  SNP	  and	  
MIF	  -­‐794	  CATT	  with	  odds	  ratio	  comparing	  active	  TB	  vs	  No	  TB	  controls	  in	  HIV-­‐	  and	  HIV	  +	  groups	  
respectively.	  CI,	  confidence	  interval;	  OR,	  odds	  ratio.	  Chi-­‐squared	  values	  reported.	  P-­‐Values	  
bolded	  and	  with	  an	  *	  are	  <0.05	  and	  are	  considering	  significant.	  
Haplotype	   HIV	  −	  	  
Active	  TB,	  n	  	  (%)	  
HIV	  –	  	  




Active	  TB,	  n	  	  (%)	  
HIV+	  	  
No	  TB,	  n	  (%)	  
OR	   p-­‐Value	  
G/5	   2	  (5.6%)	   18	  (19.1%)	   0.25	  	  
(0.027-­‐1.14)	  
0.055	   28	  (14.6%)	   39	  (20.7%)	   0.65	  	  
(0.36-­‐1.41)	  
0.11	  
G/6	   10	  (27.8%)	   31	  (33.0%)	   0.78	  	  
(0.30-­‐1.94)	  
0.57	   69	  (35.9%)	   46	  (24.5%)	   1.72	  	  
(1.08-­‐2.75)	  
0.016*	  
G/7	   2	  (5.6%)	   1	  (1.1%)	   5.47	  	  
(0.27-­‐326.1)	  
0.13	   0	  (0.0%)	   2	  (1.1%)	   -­‐-­‐	   	  
C/5	   16	  (44.4%)	   26	  (27.7%)	   2.09	  	  
(0.87-­‐4.99)	  
0.067	   56	  (29.2%)	   50	  (26.6%)	   1.13	  	  
(0.70-­‐1.81)	  
0.60	  
C/6	   3	  (8.3%)	   10	  (10.6%)	   0.76	  	  
(0.13-­‐3.22)	  
0.70	   22	  (11.5%)	   21	  (11.2%)	   1.02	  	  
(0.51-­‐2.04)	  
0.94	  
C/7	   3	  (8.3%)	   8	  (8.5%)	   0.98	  	  
(0.16-­‐4.40)	  









Table	  9.	  Genotypic	  and	  allelic	  frequencies	  of	  MIF	  -­‐173	  in	  HIV	  positive	  subjects	  with	  Active	  TB	  vs	  
No	  Active	  TB	  controls	  with	  corrected	  OR.	  
MIF	  -­‐173	   HIV	  +	  
Active	  TB,	  n	  (%)	  
HIV	  +	  
No	  TB,	  n	  (%)	  
OR	  (95%	  CI)	   p-­‐Value	  
GG	   22	  (22.2)	   22	  (23.2)	   1.10	  (0.54-­‐2.27)	   0.79	  
GC	  +	  CC	   77	  (77.8)	   73	  (76.8)	   	   	  
G	   100	  (50.5)	   88	  (46.3)	   1.22	  (0.80-­‐1.88)	   0.36	  
C	   98	  (49.5)	   102	  (53.7)	   	   	  
	  
Table	  10.	  Genotypic	  and	  allelic	  frequencies	  of	  MIF	  -­‐173	  in	  HIV	  negative	  subjects	  with	  Active	  TB	  
vs	  No	  TB	  controls	  with	  corrected	  OR.	  
MIF	  -­‐173	   HIV	  –	  
Active	  TB,	  n	  (%)	  
HIV	  –	  
No	  TB,	  n	  (%)	  
OR	  (95%	  CI)	   p-­‐Value	  
GG	   2	  (10.5)	   12	  (24.5)	   0.23	  (0.03-­‐1.76)	   0.16	  
GC	  +	  CC	   17	  (89.5)	   37	  (75.5)	   	   	  
G	   15	  (39.5)	   52	  (53.1)	   0.58	  (0.23-­‐1.48)	   0.26	  





MIF	  serum	  levels	  and	  disease	  
MIF	  serum	  levels	  were	  measured	  in	  a	  subset	  of	  subjects	  with	  and	  without	  pulmonary	  TB	  disease.	  
MIF	  serum	  levels	  were	  elevated	  in	  the	  TB	  disease	  groups	  for	  both	  HIV	  positive	  and	  negative	  
individuals	  (p=0.01)	  (Figure	  7A).	  However,	  there	  was	  no	  association	  between	  high	  expresser	  
genotypes	  at	  either	  locus	  and	  MIF	  levels	  in	  any	  of	  the	  groups	  (Figure	  7B).	  Serum	  samples	  were	  





TB	  Meningitis	  study:	  
4.3	  Study	  group	  characteristics	  
The	  demographic	  information	  of	  the	  patients	  in	  the	  TB	  meningitis	  cohort	  is	  shown	  in	  Table	  11.	  
All	  patients	  were	  HIV	  positive	  and	  grouped	  as	  either	  TB	  meningitis	  or	  meningitis	  from	  another	  
source	  (Non-­‐TB	  Meningitis).	  Age	  and	  sex	  did	  not	  vary	  significantly	  between	  groups,	  however	  
CD4	  count	  was	  significantly	  lower	  in	  the	  TB	  meningitis	  group.	  
	  
Table	  11.	  Clinical	  and	  demographic	  characteristics	  of	  subjects	  in	  the	  pulmonary	  TB	  study.	  Chi-­‐
squared	  values	  reported.	  P-­‐Values	  bolded	  and	  with	  a	  *	  are	  <0.05	  and	  are	  considering	  significant.	  
Characteristic	   HIV	  +	  	  
TB	  Meningitis,	  n	  	  (%)	  
HIV	  +	  	  
Non-­‐TB	  Meningitis,	  n	  (%)	  
p-­‐Value	  
n=	   48	   130	   	  
Age,	  median	  years	  (IQR)	   30.5	  (27.25-­‐36)	   32	  (26.75-­‐36.25)	   0.833	  
Female	  Sex	   54.20%	   69.20%	   0.061	  
CD4	  T-­‐cell	  count,	  median	  
cells/uL	  (IQR)	  
79	  (40.25-­‐140)	   168.5	  (81-­‐274)	   <0.001*	  
 
 
4.4	  MIF	  genetic	  polymorphisms	  and	  active	  tuberculosis	  disease	  
The	  genotype	  and	  allele	  frequencies	  were	  not	  significantly	  different	  from	  those	  predicted	  by	  the	  
Hardy-­‐Weinberg	  equilibrium	  within	  the	  TB	  meningitis	  or	  Non-­‐TB	  meningitis	  groups.	  Stratification	  
of	  groups	  was	  not	  observed	  in	  the	  sample	  because	  the	  Fst	  coefficient	  was	  not	  significantly	  
different	  from	  0	  (Fst	  value	  =	  0.012	  for	  both	  alleles).	  Therefore,	  subjects	  in	  both	  groups	  were	  
from	  a	  similar	  genetic	  background.	  Statistically	  significant	  levels	  of	  linkage	  disequilibrium	  were	  
found	  between	  both	  loci	  across	  all	  study	  groups.	  There	  were	  no	  statistically	  significant	  
differences	  in	  genotypic	  frequencies	  for	  either	  the	  MIF	  -­‐173	  SNP	  or	  -­‐794	  CATT	  loci	  between	  the	  
TB	  meningitis	  and	  Non-­‐TB	  meningitis	  groups	  (Table	  12).	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Low	  expresser	  -­‐173	  G	  alleles	  were	  associated	  with	  TB	  meningitis	  compared	  to	  non-­‐TB	  meningitis	  
(53.1%	  vs	  38.8%,OR	  1.79,	  95%	  CI	  =	  1.11–	  2.90,	  P=0.017)	  (Table	  13,	  Figure	  5).	  There	  was	  no	  
association	  between	  the	  MIF	  -­‐594	  CATT	  locus	  and	  TB	  meningitis	  (Table	  14,	  Figure	  6).	  	  
Haplotype	  analysis	  revealed	  that	  the	  C/5	  haplotype	  was	  the	  most	  prevalent	  in	  both	  the	  TB	  
meningitis	  subjects	  (22.8%)	  and	  the	  Non-­‐TB	  meningitis	  subjects	  (33.1%)	  (Table	  15).	  There	  was	  no	  
association	  of	  haplotype	  with	  TB	  meningitis	  disease	  compared	  to	  non-­‐TB	  meningitis.	  
Table	  12.	  Genotype	  distributions	  of	  MIF	  polymorphisms	  and	  haplotypes	  in	  TB	  meningitis	  and	  
other	  meningitis	  subject	  groups	  in	  HIV	  co-­‐infected	  individuals.	  Chi-­‐squared	  values	  reported.	  
Polymorphism	  /	  
Haplotype	  
Genotypes	   HIV	  +	  TB	  Meningitis,	  n	  	  (%)	   HIV	  +	  Non-­‐TB	  Meningitis,	  n	  (%)	   p-­‐Value	  
-­‐	  173	  G/C	   GG	   13	  (27.1%)	   19	  (14.7%)	   0.097	  
	   GC	   25	  (52.1%)	   62	  (48.1%)	   	  
	   CC	   10	  (20.8%)	   48	  (37.2%)	   	  
n	  =	   	   48	   129	   	  
-­‐794	  CATT5-­‐8	   5,5	   11	  (23.9%)	   26	  (20.8%)	   0.602	  
	   5,6	   12	  (26.1%)	   47	  (37.6%)	   	  
	   5,7	   5	  (10.9%)	   13	  (10.4%)	   	  
	   5,8	   0	  (0.0%)	   1	  (0.8%)	   	  
	   6,6	   10	  (21.7%)	   24	  (19.2%)	   	  
	   6,7	   7	  (15.2%)	   9	  (7.2%)	   	  
	   7,7	   1	  (2.2%)	   5	  (4.0%)	   	  
n=	   	   46	   125	   	  
haplotypes	   G/5	   18	  (19.6%)	   30	  (12.1%)	   0.144	  
	   G/6	   29	  (31.5%)	   65	  (26.2%)	   	  
	   G/7	   2	  (2.2%)	   1	  (0.4%)	   	  
	   C/5	   21	  (22.8%)	   82	  (33.1%)	   	  
	   C/6	   10	  (10.9%)	   39	  (15.7%)	   	  
	   C/7	   12	  (13.0%)	   30	  (12.1%)	   	  
	   C/8	   0	  (0.0%)	   1	  (0.4%)	   	  
n=	   	   92	   248	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Table	  13.	  Genotypic	  and	  allelic	  frequencies	  of	  MIF	  -­‐173	  in	  HIV	  positive	  subjects	  TB	  meningitis	  vs	  
Non-­‐TB	  Meningitis	  with	  corrected	  OR.	  	  P-­‐Values	  bolded	  and	  with	  a	  *	  are	  <0.05	  and	  are	  
considering	  significant.	  
MIF	  -­‐173	   HIV	  +	  	  	  
TB	  Meningitis,	  n	  (%)	  
HIV	  +	  	  	  
Non-­‐TB	  Meningitis,	  n	  (%)	  
OR	  (95%	  CI)	   P-­‐value	  
GG	   13	  (27.1)	   19	  (14.7)	   2.30	  (1.00-­‐5.25)	   0.058	  
GC	  +	  CC	   35	  (72.9)	   110	  (85.3)	   	   	  
G	   51	  (53.1)	   100	  (38.8)	   1.79	  (1.11-­‐2.90)	   0.017*	  
C	   45	  (46.9)	   158	  (61.2)	   	   	  
	  
Table	  14.	  Genotypic	  and	  allelic	  frequencies	  of	  MIF	  -­‐794	  in	  HIV	  positive	  subjects	  with	  TB	  
meningitis	  vs	  Non-­‐TB	  Meningitis	  with	  corrected	  OR.	  
MIF	  -­‐173	   HIV	  +	  	  	  
TB	  Meningitis,	  n	  (%)	  
HIV	  +	  	  	  
Non-­‐TB	  Meningitis,	  n	  (%)	  
OR	  (95%	  CI)	   P-­‐value	  
5/5	  +	  5/6	  +	  6/6	   38	  (82.6)	   111	  (88.8)	   0.56	  (0.21-­‐1.46)	   0.23	  
7/X	  +	  8/X	   8	  (17.4)	   14	  (11.2)	   	   	  
5	  +	  6	   78	  (84.8)	   217	  (86.8)	   0.81	  (0.41-­‐1.61)	   0.54	  
7	  +	  8	   14	  (15.2)	   33	  (13.2)	   	   	  
	  
Table	  15.	  Calculated	  haplotype	  frequencies	  in	  HIV	  positive	  subjects	  with	  TB	  meningitis	  vs	  Non-­‐TB	  
Meningitis.	  
Haplotypes	  
HIV	  +	  	  
TB	  Meningitis,	  n	  	  (%)	  
HIV	  +	  	  
Non-­‐TB	  Meningitis,	  n	  (%)	   OR	   p-­‐Value	  
G/5	   18	  (19.6%)	   30	  (12.1%)	   1.77	  (0.87-­‐3.50)	   0.079	  
G/6	   29	  (31.5%)	   65	  (26.2%)	   1.30	  (0.74-­‐2.25)	   0.33	  
G/7	   2	  (2.2%)	   1	  (0.4%)	   5.49	  (0.28-­‐325.1)	   0.12	  
C/5	   21	  (22.8%)	   82	  (33.1%)	   0.60	  (0.33-­‐1.07)	   0.068	  
C/6	   10	  (10.9%)	   39	  (15.7%)	   0.65	  (0.28-­‐1.41)	   0.26	  
C/7	   12	  (13.0%)	   30	  (12.1%)	   1.09	  (0.48-­‐2.32)	   0.81	  






5.	  Discussion	  	  
The	  heritability	  of	  TB	  susceptibility	  and	  resistance	  has	  been	  established	  in	  previous	  studies,	  
which	  suggest	  that	  genetic	  factors	  play	  an	  important	  role	  in	  TB	  infection	  and	  disease	  (Stead	  et	  
al.,	  1990;	  van	  der	  Eijk	  et	  al.,	  2007).	  	  However,	  many	  of	  the	  candidate	  genes	  implicated	  in	  TB	  
infection	  disease	  susceptibility	  have	  relatively	  low	  association	  (OR	  of	  1-­‐2)	  involving	  less	  
prevalent	  alleles	  in	  the	  population	  (susceptibility	  alleles	  <25%)	  in	  the	  case	  of	  NRAMP1	  (Bellamy	  
et	  al.,	  1998b).	  A	  study	  involving	  Fc	  receptors	  did	  not	  find	  an	  association	  with	  TB	  disease	  in	  a	  
Moroccan	  population,	  while	  MIF	  polymorphisms	  were	  found	  to	  be	  associated	  in	  the	  same	  
cohort	  (Sadki	  et	  al.,	  2010).	  MIF	  has	  been	  shown	  to	  play	  an	  important	  role	  in	  the	  immune	  
response	  to	  TB	  infection	  and	  is	  unique	  in	  being	  a	  common	  polymorphism	  with	  a	  stronger	  
association	  than	  that	  of	  other	  investigated	  polymorphisms.	  MIF	  serum	  levels	  have	  been	  
observed	  to	  vary	  with	  TB	  disease(Das	  et	  al.,	  2013;	  Yamada	  et	  al.,	  2002)	  and	  with	  mortality	  in	  HIV	  
and	  TB	  coinfected	  subjects	  with	  TB	  sepsis	  	  (Kibiki	  et	  al.,	  2007).	  	  
	  
The	  two	  polymorphisms	  in	  the	  promoter	  of	  the	  MIF	  gene,	  -­‐794	  CATT	  and	  -­‐173	  SNP,	  have	  been	  
shown	  to	  correlate	  with	  production	  of	  MIF.	  	  In	  the	  case	  of	  the	  -­‐794	  CATT	  microsatellite,	  MIF	  
expression	  varies	  directly	  with	  repeat	  number,	  so	  that	  the	  CATT5,6	  alleles	  are	  considered	  lower	  
expression	  variants	  and	  CATT7,8	  are	  considered	  higher	  expression	  variants	  and	  produce	  
increased	  levels	  of	  MIF	  mRNA	  and	  protein.	  In	  the	  case	  of	  the	  -­‐173	  G/C	  SNP,	  the	  G	  allele	  is	  
associated	  with	  reduced	  MIF	  expression	  when	  compared	  to	  the	  C	  allele.	  Although	  there	  are	  
variations	  in	  allele	  frequency	  at	  both	  loci	  in	  different	  populations,	  previous	  studies	  have	  
demonstrated	  an	  association	  between	  active	  TB	  and	  certain	  alleles.	  However,	  the	  relationship	  
between	  MIF	  and	  TB	  susceptibility	  remains	  unclear.	  Studies	  involving	  a	  Chinese	  Han	  population	  
revealed	  an	  association	  of	  high	  expresser	  	  -­‐7947,8	  CATT	  and	  -­‐173	  C	  SNP	  alleles	  with	  pulmonary	  TB	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(Li,	  Zeng,	  et	  al.,	  2012;	  Liu	  et	  al.,	  2015).	  Studies	  of	  Columbian	  and	  Moroccan	  populations	  
demonstrated	  an	  association	  between	  TB	  and	  the	  -­‐173	  C	  allele,	  but	  not	  with	  any	  of	  the	  –794	  
alleles	  (Gomez	  et	  al.,	  2007;	  Sadki	  et	  al.,	  2010).	  These	  conclusions	  may	  be	  limited	  by	  sample	  size	  
and	  locus	  heterogeneity	  at	  the	  -­‐794	  site,	  where	  four	  allelic	  variants	  exist	  in	  place	  of	  the	  two	  
(G/C)	  at	  the	  -­‐173	  site.	  	  In	  the	  only	  prior	  study	  examining	  MIF	  alleles	  in	  HIV	  and	  TB	  co-­‐infected	  
individuals	  in	  Uganda,	  those	  with	  disseminated	  TB	  sepsis	  were	  found	  to	  have	  a	  significantly	  
higher	  prevalence	  of	  the	  lower	  expression	  -­‐794	  CATT5,6	  alleles	  than	  patients	  with	  non-­‐TB	  sepsis	  
(Das	  et	  al.,	  2013).	  	  The	  discrepancies	  in	  MIF	  polymorphism	  association	  between	  studies	  involving	  
HIV	  co-­‐infected	  and	  non	  HIV	  co-­‐infected	  populations	  suggest	  that	  control	  of	  M.	  tb.	  infection	  may	  
be	  a	  balance	  inflammatory	  state	  in	  the	  context	  of	  overall	  immune	  system	  function.	  At	  one	  
extreme,	  too	  little	  inflammation	  due	  to	  low	  MIF	  production	  could	  hinder	  clearance	  of	  M.	  tb.	  
infection	  and	  make	  progression	  to	  TB	  disease	  more	  likely.	  At	  the	  other	  extreme,	  too	  much	  
inflammation	  due	  to	  higher	  MIF	  production	  could	  lead	  to	  increased	  progression	  of	  latent	  M.	  tb.	  
infection	  to	  TB	  disease.	  The	  overall	  immune	  state	  of	  the	  host	  may	  determine	  whether	  higher	  or	  
lower	  MIF	  expression	  is	  associated	  with	  TB	  disease.	  
In	  addition,	  these	  populations	  are	  genetically	  distinct	  from	  the	  sub-­‐Saharan	  population,	  and	  
there	  are	  known	  differences	  in	  the	  overall	  frequencies	  of	  alleles	  across	  populations	  (Zhong	  et	  al.,	  
2005).	  	  
	  
We	  found	  that	  the	  low	  expresser	  MIF	  -­‐794CATT5/5	  +	  5/6	  +	  6/6	  were	  associated	  with	  pulmonary	  TB	  in	  
the	  HIV	  infected	  with	  TB	  and	  HIV	  (OR	  =	  3.09,	  95%	  CI	  =	  1.42	  –	  6.74,	  P	  =	  0.004).	  The	  odds	  ratio	  of	  
this	  effect	  was	  3.09	  in	  the	  current	  study	  which	  was	  very	  similar	  to	  that	  found	  in	  the	  Ugandan	  
study	  (2.42).	  These	  results	  are	  also	  consistent	  with	  those	  of	  a	  Tanzanian	  cohort	  that	  in	  which	  HIV	  
and	  TB	  co-­‐infected	  patients	  with	  low	  circulating	  levels	  of	  MIF	  had	  higher	  rates	  of	  mortality	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(Kibiki	  et	  al.,	  2007).	  The	  results	  from	  this	  study	  suggest	  that	  low	  producer	  MIF	  alleles	  are	  a	  risk	  
factor	  for	  TB	  due	  to	  lower	  production	  of	  MIF	  in	  HIV	  co-­‐infected	  individuals.	  The	  HIV-­‐infected	  
individuals	  in	  these	  studies	  had	  compromised	  immune	  systems	  with	  reduced	  CD4	  counts,	  thus	  
reducing	  the	  amount	  of	  interferon-­‐γ.	  This	  has	  the	  effect	  of	  reducing	  the	  activation	  of	  
macrophages.	  Lower	  MIF	  production	  could	  further	  contribute	  to	  a	  reduced	  macrophage	  
response,	  leading	  to	  increased	  levels	  of	  TB	  disease	  in	  individuals	  with	  low	  expresser	  genotypes	  
due	  to	  decreased	  ability	  of	  clearing	  M.	  tb.	  infections.	  These	  findings	  contrast	  with	  TB	  studies	  in	  a	  
Han	  Chinese	  population	  which	  found	  that	  higher	  expresser	  MIF	  polymorphisms	  were	  associated	  
with	  pulmonary	  TB	  disease.	  However,	  this	  Chinese	  cohort	  included	  only	  patients	  without	  HIV	  co-­‐
infection.	  In	  the	  presence	  of	  a	  competent	  immune	  system,	  the	  inflammatory	  response	  to	  TB	  
could	  be	  adequate	  to	  contain	  M.	  tb.	  infection	  in	  the	  latent	  state.	  The	  increased	  MIF	  production	  
may	  be	  leading	  to	  an	  over-­‐activation	  of	  the	  inflammatory	  response	  to	  infection,	  leading	  to	  TB	  
disease.	  In	  contrast,	  low	  MIF	  production	  in	  the	  context	  of	  immune	  suppression	  may	  be	  a	  risk	  
factor	  for	  TB	  disease	  as	  the	  host	  immune	  system	  is	  not	  capable	  of	  effectively	  clearing	  or	  
maintaining	  control	  of	  an	  M.	  tb.	  Infection.	  In	  addition,	  the	  genetic	  backgrounds	  of	  these	  
populations	  are	  known	  to	  differ,	  with	  a	  higher	  proportion	  of	  high	  expression	  MIF	  alleles	  present	  
in	  the	  Chinese	  population	  compared	  to	  the	  South	  African	  population(Zhong	  et	  al.,	  2005).	  This	  
could	  have	  increased	  the	  association	  of	  higher	  MIF	  producing	  alleles	  with	  TB	  disease	  in	  that	  
population.	  	  
	  
There	  was	  no	  association	  between	  MIF	  polymorphisms	  and	  infection	  with	  M.	  tb.	  (latent	  TB)	  
compared	  to	  those	  without	  evidence	  of	  M.	  tb.	  infection	  (negative	  for	  infection).	  This	  finding	  
suggests	  that	  other	  factors,	  such	  as	  exposure	  to	  M.	  tb.	  and	  patient	  comorbidities,	  may	  play	  a	  
larger	  role	  in	  determining	  whether	  M.	  tb.	  exposure	  leads	  to	  a	  latent	  infection	  or	  immediate	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clearance	  of	  the	  infection.	  In	  this	  study,	  IFNg	  ELISpot	  was	  used	  to	  diagnose	  prior	  M.	  tb.	  infection	  
(latent	  TB).	  However,	  it	  is	  known	  that	  the	  sensitivity	  of	  this	  assay	  decreases	  with	  immune	  
suppression	  due	  to	  HIV	  infection.	  Therefore,	  it	  is	  possible	  that	  subjects	  in	  the	  group	  that	  were	  
negative	  for	  M.	  tb.	  infection	  may	  actually	  have	  an	  undetected	  latent	  infection,	  underscoring	  the	  
difficulty	  in	  diagnosing	  latent	  TB	  in	  HIV	  positive	  individuals.	  MIF	  polymorphisms	  were	  not	  
associated	  with	  TB	  disease	  in	  the	  HIV	  negative	  groups.	  The	  sample	  sizes	  for	  HIV	  negative	  groups	  
were	  much	  smaller	  than	  those	  for	  the	  HIV	  positive	  groups,	  which	  may	  explain	  this	  negative	  
result.	  
	  
Elevated	  serum	  MIF	  levels	  were	  associated	  with	  pulmonary	  TB	  disease	  in	  both	  HIV	  positive	  and	  
negative	  groups	  (Figure	  7A).	  This	  finding	  is	  consistent	  with	  prior	  studies	  demonstrating	  that	  
elevated	  MIF	  levels	  are	  associated	  with	  TB	  disease	  in	  HIV	  negative	  patients	  (Das	  et	  al.,	  2013;	  
Kuai	  et	  al.,	  2016;	  Li,	  Zeng,	  et	  al.,	  2012;	  Yamada	  et	  al.,	  2002).	  However,	  the	  association	  of	  
elevated	  MIF	  levels	  in	  TB	  disease	  in	  HIV	  positive	  patients	  was	  not	  seen	  in	  a	  previous	  study	  of	  TB	  
and	  HIV	  co-­‐infection	  (Kibiki	  et	  al.,	  2007).	  MIF	  serum	  levels	  were	  not	  associated	  with	  high	  
expresser	  MIF	  promoter	  polymorphisms	  in	  any	  of	  the	  groups	  (Figure	  5B).	  Previous	  studies	  of	  
cohorts	  from	  the	  United	  States	  and	  Eastern	  China	  demonstrated	  an	  association	  between	  
elevated	  serum	  MIF	  levels	  and	  high	  expresser	  alleles	  at	  both	  MIF	  loci	  in	  HIV	  negative	  subjects	  
with	  TB	  disease	  (Das	  et	  al.,	  2013;	  Kuai	  et	  al.,	  2016).	  However,	  these	  are	  genetically	  distinct	  
populations	  from	  the	  cohort	  in	  this	  study.	  The	  lack	  of	  association	  of	  MIF	  levels	  with	  MIF	  
polymorphisms	  may	  be	  influenced	  by	  the	  confounding	  effects	  of	  HIV	  infection.	  It	  is	  known	  that	  
HIV	  infection	  can	  cause	  an	  acute	  elevation	  in	  MIF	  levels	  which	  gradually	  decline	  as	  the	  disease	  
progresses.	  These	  MIF	  levels	  are	  known	  to	  fluctuate	  during	  TB	  disease,	  and	  the	  serum	  samples	  




We	  predicted	  that	  high	  expression	  MIF	  alleles	  would	  be	  associated	  with	  TB	  meningitis.	  However,	  	  
we	  found	  that	  the	  low	  expresser	  MIF	  -­‐173	  G	  alleles	  were	  significantly	  more	  prevalent	  in	  subjects	  
with	  meningitis	  caused	  by	  TB	  compared	  to	  meningitis	  caused	  by	  other	  infections	  (OR	  =	  1.79,	  
95%	  CI	  =	  1.11	  –	  2.90,	  P	  =	  0.017).	  This	  result	  suggests	  that	  the	  low	  expresser	  G	  allele	  is	  associated	  
with	  an	  increased	  risk	  of	  TB	  meningitis	  compared	  to	  non-­‐TB	  meningitis.	  Although	  this	  did	  not	  fit	  
our	  prediction	  that	  high	  expressers	  would	  be	  associated	  with	  TB	  meningitis,	  the	  finding	  is	  
consistent	  with	  the	  results	  from	  the	  pulmonary	  TB	  cohort,	  as	  well	  as	  the	  TB	  and	  HIV	  co-­‐infected	  
Ugandan	  sepsis	  cohort	  (Das	  et	  al.,	  2013).	  In	  these	  HIV	  and	  TB	  co-­‐infected	  cohorts,	  low	  expresser	  
MIF	  alleles	  were	  consistently	  associated	  with	  TB	  disease.	  The	  TB	  meningitis	  cohort	  studied	  here	  
was	  similar	  to	  the	  Ugandan	  sepsis	  cohort	  in	  that	  patients	  were	  from	  an	  African	  population,	  they	  
were	  co-­‐infected	  with	  TB	  and	  HIV,	  and	  they	  expressed	  two	  forms	  of	  non-­‐pulmonary	  TB,	  sepsis	  
and	  meningitis	  respectively.	  Extrapulmonary	  forms	  of	  TB	  are	  associated	  with	  
immunosuppression	  and	  are	  especially	  prevalent	  in	  subjects	  with	  HIV	  co-­‐infection.	  A	  previous	  
study	  of	  TB	  meningitis	  revealed	  polymorphisms	  in	  the	  promoter	  of	  a	  leukotriene	  gene	  that	  
underscore	  the	  finely-­‐balanced	  dual	  role	  of	  the	  inflammatory	  response	  (Tobin	  et	  al.,	  2012).	  
Some	  inflammation	  allows	  for	  mycobacterial	  control,	  but	  too	  much	  inflammation	  can	  cause	  
inflammatory	  pathology.	  In	  this	  cohort,	  TB	  meningitis	  was	  associated	  with	  polymorphisms	  
associated	  with	  lower	  levels	  of	  MIF	  production.	  This	  suggests	  that	  HIV	  co-­‐infection	  in	  these	  
patients	  may	  have	  altered	  the	  association	  between	  MIF	  and	  TB	  meningitis.	  HIV	  infection	  itself	  is	  
a	  risk	  factor	  for	  meningitis,	  particularly	  from	  TB.	  It	  is	  possible	  that	  in	  the	  context	  of	  HIV	  infection	  
and	  an	  immunocompromised	  host,	  that	  a	  reduced	  inflammatory	  response	  due	  to	  lower	  levels	  of	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MIF	  increases	  the	  risk	  of	  TB	  meningitis.	  The	  findings	  from	  both	  studies	  suggests	  that	  more	  work	  
is	  necessary	  to	  understand	  the	  role	  of	  MIF	  during	  different	  phases	  of	  HIV	  infection.	  
	  
Our	  conclusion	  of	  a	  possible	  association	  between	  MIF	  low	  production	  genotypes	  and	  pulmonary	  
TB	  and	  TB	  meningitis	  in	  HIV	  positive	  individuals	  should	  be	  tempered	  by	  the	  methodological	  
limitations	  of	  both	  studies.	  The	  cohorts	  for	  each	  study	  were	  originally	  collected	  for	  other	  studies	  
and	  thus	  constituted	  convenience	  sampling	  for	  this	  MIF	  project.	  In	  addition,	  both	  cohorts	  were	  
relatively	  small,	  with	  264	  subjects	  in	  the	  pulmonary	  TB	  portion	  of	  the	  study,	  and	  178	  in	  the	  TB	  
meningitis	  portion	  of	  the	  study.	  The	  small	  sample	  size	  in	  the	  TB	  meningitis	  cohort	  may	  be	  a	  
reason	  that	  the	  -­‐793	  CATT	  locus	  was	  not	  associated	  with	  TB	  disease	  in	  this	  study.	  Since	  there	  is	  
linkage	  disequilibrium	  between	  both	  loci,	  it	  is	  expected	  that	  association	  with	  one	  locus	  should	  
affect	  both.	  
	  
For	  both	  studies,	  patient	  identification	  and	  selection	  prevented	  the	  inclusion	  of	  those	  with	  
fulminant	  disease	  who	  died	  before	  enrollment.	  As	  a	  result,	  enrolled	  patients	  were	  those	  who	  
had	  less	  severe	  disease.	  The	  TB	  meningitis	  cohort	  did	  not	  enroll	  healthy	  controls,	  and	  all	  patients	  
enrolled	  had	  clinically	  diagnosed	  meningitis.	  As	  a	  result,	  this	  cohort	  may	  represent	  individuals	  
that	  might	  have	  a	  pre-­‐existing	  susceptibility	  to	  meningitis.	  	  The	  cohorts	  in	  both	  studies	  also	  
enrolled	  HIV	  patients	  who	  were	  HIV	  positive	  and	  had	  varied	  disease	  courses	  which	  could	  
influence	  TB	  disease	  state	  and	  severity.	  CD4	  counts	  can	  serve	  as	  an	  approximation	  of	  the	  level	  of	  
immune	  compromise.	  However,	  CD4	  levels	  are	  from	  a	  single	  time	  point	  and	  do	  not	  necessarily	  
represent	  levels	  of	  the	  patient	  at	  the	  onset	  of	  TB	  disease.	  Immune	  function	  evolves	  from	  a	  
highly	  pro-­‐inflammatory	  state	  in	  acute	  HIV	  infection	  to	  an	  attenuated	  inflammatory	  state	  in	  
chronic	  infection.	  The	  association	  between	  MIF	  levels	  and	  risk	  of	  TB	  disease	  likely	  varies	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according	  to	  the	  specific	  point	  in	  the	  HIV	  disease	  course.	  	  Furthermore,	  other	  immune	  factors	  
are	  certain	  to	  play	  a	  role	  in	  susceptibility	  to	  TB	  disease,	  and	  some	  of	  these	  factors	  may	  be	  
genetically	  linked	  to	  the	  MIF	  promoter	  polymorphisms.	  MIF	  cytokine	  levels	  were	  similarly	  taken	  
at	  a	  single	  time-­‐point	  and	  were	  generally	  elevated	  in	  patients	  with	  TB	  disease.	  This	  could	  
obscure	  the	  effects	  MIF	  polymorphisms	  have	  on	  MIF	  cytokine	  levels	  as	  the	  TB	  disease	  state	  
could	  cause	  a	  global	  increase	  in	  MIF	  cytokine	  levels,	  overwhelming	  the	  effect	  of	  MIF	  
polymorphisms.	  The	  subjects	  recruited	  for	  both	  studies	  had	  their	  race	  documented.	  Only	  black	  
Africans	  were	  included	  for	  the	  MIF	  analysis.	  Although	  the	  majority	  of	  these	  individuals	  were	  of	  
Zulu	  ethnic	  background,	  it	  is	  possible	  that	  other	  ethnic	  backgrounds	  were	  included	  in	  these	  


































Figure	  1.	  Diagram	  of	  the	  human	  MIF	  gene,	  showing	  putative	  transcription	  factor	  binding	  sites	  
and	  the	  position	  of	  the	  -­‐173	  G/C	  single-­‐nucleotide	  polymorphism	  and	  the	  -­‐794	  CATT	  repeat	  




Figure	  2.	  Distribution	  of	  MIF	  CATT	  allele	  frequencies	  in	  different	  populations.	  Figure	  adapted	  




Figure	  3.	  Genotypic	  frequencies	  of	  MIF	  -­‐794	  in	  HIV	  negative	  and	  HIV	  positive	  subjects	  with	  active	  
TB	  vs	  No	  TB.	  *P	  <	  0.05,	  ns	  indicates	  difference	  not	  significant.	  
	  
	  
Figure	  4.	  Allele	  frequencies	  of	  MIF	  -­‐173	  in	  HIV	  negative	  and	  HIV	  positive	  subjects	  with	  active	  





Figure	  5.	  Allelic	  frequencies	  of	  MIF	  -­‐173	  in	  HIV	  positive	  subjects	  with	  TB	  meningitis	  compared	  to	  
HIV	  positive	  subjects	  with	  non-­‐TB	  meningitis	  caused	  by	  another	  organism.	  *P	  <	  0.05.	  
	  
	  
Figure	  6.	  Allelic	  frequencies	  of	  MIF	  -­‐794	  in	  HIV	  positive	  subjects	  with	  TB	  meningitis	  compared	  to	  




































Figure	  5.	  Serum	  MIF	  levels	  were	  evaluated	  in	  a	  cohort	  of	  patients	  (n=208)	  into	  four	  groups	  for	  
this	  analysis:	  HIV	  positive	  with	  Pulmonary	  TB	  coinfection	  (Active	  TB,	  n=31);	  HIV	  positive	  with	  
either	  latent	  or	  negative	  TB	  (No	  Active	  TB,	  n=88);	  HIV	  negative	  with	  Pulmonary	  TB	  (Active	  TB,	  
n=14);	  HIV	  negative	  with	  either	  latent	  or	  negative	  TB	  (No	  Active	  TB,	  n=75).	  (A)	  Pulmonary	  TB	  
patients	  had	  higher	  circulating	  MIF	  than	  disease-­‐free	  controls	  in	  both	  HIV	  positive	  and	  HIV	  
negative	  groups	  (P=0.01).	  (B)	  Subjects	  with	  the	  high	  expression	  MIF	  genotype	  (CATT7/X,	  where	  X	  
represents	  a	  5,	  6,	  or	  7:	  HIV	  Negative	  Active	  TB	  [n=4],	  HIV	  Negative	  No	  Active	  TB	  [n=19],	  HIV	  
Positive	  Active	  TB	  [n=6],	  HIV	  Positive	  No	  Active	  TB	  [n=	  28])	  did	  not	  have	  significantly	  different	  
levels	  of	  circulating	  MIF	  cytokine	  compared	  with	  their	  low	  expresser	  MIF	  counterparts	  (CATT	  
X/X,	  X=the	  low	  expresser	  5	  or	  6	  alleles,	  HIV	  Negative	  Active	  TB	  [n=9],	  HIV	  Negative	  No	  Active	  TB	  
[n=54],	  HIV	  Positive	  Active	  TB	  [n=24],	  HIV	  Positive	  No	  Active	  TB	  [n=	  59]).	  Mann-­‐Whitney	  U	  test	  
and	  Kruskal-­‐Wallis	  tests	  performed.	  Data	  is	  presented	  as	  outlier	  box-­‐and-­‐whisker	  plots,	  where	  
the	  horizontal	  lines	  represent	  (in	  ascending	  order)	  the	  25th,	  50th	  (median),	  and	  75th	  percentiles.	  
The	  central	  vertical	  line	  in	  each	  box	  shows	  the	  lowest	  datum	  still	  within	  1.5	  interquartile	  range	  
(IQR)	  or	  the	  lower	  quartile,	  and	  the	  highest	  datum	  still	  within	  1.5	  IQR	  of	  the	  upper	  quartile.	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